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論 文 内 容 要 旨
ア ドリアマ イシンは癌 の化学療法 に幅広 く用 い られている抗癌剤の一つであるが,耐 性癌細胞の出現が
本薬剤 を利用する上で大 きな妨 げ となっている。本研究 では新 しい ア ドリァマイシ ン耐性獲得機構 の解 明
を目的 として,出 芽酵母(5accharomyce5cer即fsfae)を用いて ア ドリアマ イシン耐性 に関与す る遺伝子 の
検索 を試みた。出芽酵 母は全 ゲノム配列が決定 されてお り,遺 伝 学的解析 が容易 である。 また,酵 母 の遺
伝子産物の多 くはその機 能が ヒ トを含 む高等生物 と共有す るこ とか ら,酵 母は真核生物 の有用 なモデルで.
あ り,酵 母 を用いたスク リーニ ングによって見出 される細胞内 因子が ヒ トに も共通 して存在す ることが期
待で きる。 ・
酵母にア ドリアマイシン耐性を与える細胞内因子の検索
本研 究で は,ア ドリアマ イシ ン耐性 に関与 す る新 たな細 胞内 因子 の同定 を 目的 として,酵 母genomic
DNAlibrary中か ら酵母 にア ドリアマ イシ ン耐性 を与 える遺伝子 を検索 した。その結果,高 発現 に よって
酵母 にア ドリアマ イシン耐性 を与 える遺伝子 として ∬L2,BεD2,およびyBRO59cを同定す る ことに成
功 した。
Ssl2高発現 に よるア ドリアマイシ ン耐性獲 得機構 の解析
Ss12は酵 母基本 転写因子TFIIHのサ ブユ ニ ッ トと して転写 の開始 お よびDNAの ヌ ク レオチ ド除去修復
(NER)に関与 するDNAヘ リカーゼであ り,酵 母の生存 に必須 の蛋 白質であ ることが知 られてい る。まず,
これ まで に知 られてい るSsl2の機 能 とア ドリアマ イシン耐性 との関係 を検討 した ところ,Ssl2高発現 は
酵母 のRNA合 成活性お よびNER活性 を上昇 させ る ことな く酵母 にア ドリアマ イシン耐性 を与 える ことが
明 らか とな った。NER活性 が ア ドリアマ イ シン耐性 に関 わ らない ことは,NER活 性 に必 要 なC末 端領域
を欠失 した変異Ss12を高発 現 させて も酵母が ア ドリアマ イシン耐性 を示す ことか らも支持 された。 さら
に,様 々な部分欠失変異Ss!2を酵母 に高発現 させてア ドリアマ イシン感 受性 に対 する影響 を調べ た結果,
Ss12の843アミノ酸 中で81番目か ら750番目.までの中間領域 が全 てア ドリアマ イシ ン耐性 に必 要であ るこ
とが判 明 し,さ らにこの領域 は酵 母の生存維持 に必要 なSs12内領域 と一致 した。なお,こ の 中間領域 中
にはヘ リカーゼモチー フが含 まれるが,Ss12以外 の酵母ヘ リカーゼ(Red3およびSgs1)を高発現 させ て
もア ドリアマ イシン感受性 にはほ とんど影響 が認 め られ なか った。 この結 果は,単 に細胞内のヘ リカーゼ
活性が上昇 しただけでは酵母 はア ドリアマ イシンに対 して耐性 を示 さない ことを示 して る。以上の結 果か
ら,Ss12が有す る酵母の生存 に必須 な機能が,ア ドリアマイシ ンの毒性 に対 して防御 的な役割 を果た して
い ると考 え られる。
Bsd2高発現 に よるア ドリアマ イシン耐性獲得機構 の解析
Bsd2の機 能は ほ とん ど解明 されてい ないが,欠 損 に よって金属 トランスポー ターであるSmf1および
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Smf2の細胞 内濃度が上昇 するこ とか ら,Smf1およびSmf2の濃度 を負 に制御 する因子 であると考 えられて
いる。 そこで,ま ずSmf1およびSmf2を欠損 した酵母 のア ドリアマイシ ン感受性 を調べ た ところ,Smf2欠
損酵母 は顕著 な耐性 を示 し,Smfl欠損酵母 もわずかなが ら耐性 を示 した。 また,Smf1およびSmf2を共 に
欠損 した酵母 にBsd2を高発現 させた場合 にも,正 常酵 母 にBsd2を高発 現 した場合 と同程度 のア ドリアマ
イ シン耐性 が認 め られた。 したが って,Bsd2高発現 に よるア ドリアマイシ ン耐性獲得機構 にはSmflおよ
びSmf2以外の 因子 の関与が大 きい と考 え られる。一方,SmflおよびSmf2欠損酵母 にBsd2を高発 現 させ
て も,相 加的(ま たは相乗 的)な 耐性度の上昇が認 め られ なか ったこ とか ら,Bsd2高発現酵母 の示 す ア
ドリアマ イシン耐性 にSmf1およびSmf2も何 らかの形で関わ っている と考 えられ る。 しか し,Bsd2高発現
酵母 はSmf1およびSmf2の両者 を共 に欠損.した酵母が示すEGAT高感受性やMn-SOD活性の低下が認め ら
れなか った。 また,Bsd2高発現 はSmf2の細胞 内濃度 をわずか に減少 させ たのみであ った。 したが って,
Bsd2はこれ まで知 られてい、たSmf1およびSmf2の細胞 内濃度低下作用 とは異 なる未知 の機能 に よって酵母
にア ドリアマ イシン耐性 を与 えてい ると考 え られる。
一方,Bsd2欠損酵 母は ア ドリアマ イシ ンに対 して高い感受性 を示 し,細 胞内への ア ドリアマ イシ ン取
込 み能が高い ことが明 らかになった。前述 した ようにBsd2欠損 によってSmf1およびSmf2の細胞 内濃:度は
増加す るが,細 胞内の ア ドリアマイ シン蓄積量 はSmf2の高発現 によって増加 し,欠 損 に よって減少 した。
したがってSmf2がア ドリアマ イシンの細 胞内蓄積 に密接 に関与 してい る可能性 が考 えられ る。Bsd2は欠
損 する とSmf!およびSmf2の細胞 内濃度が上昇 し,そ こにBsd2が発 現すれば,両 者の濃度はその発現程度
に応 じて低 下す るものの,正 常細胞 中のBsd2濃度がすで に充分量 に達 してい るため に,そ れ以上Bsd2を
高発現 させ て もSmf1およびSmf2濃度 に影響 を及 ぼさない と考 えられる。 したが って,Bsd2の高発現 と欠
損 は異 なる機構で ア ドリアマイシンの毒性発現 に影響 を与 えている可能性が考 えられる。
YbrO59c高発現 に よるア ドリアマイシ ン耐性獲得機構 の解析
YbrO59cはそのア ミノ酸配列上の特徴 か ら,セ リンス レオニ ンキナーゼであ るArk1およびPrk1と同様 の
機能 を有 してい ると考 えられている。 これ らの3つ の蛋 白質 は細 胞骨格 形成 お よびエ ン ドサ イ トーシスに
関わる』Arkl/Prk1ファ ミリーに属 してお り,N末 端 にキナーゼ ドメインを有 している。
まず,Arkl/Prk1ファ ミリー(Ark1,Prk1およびYbrO59c)のア ドリアマ イシン感受性 に与 える影響 を検:
討 した ところ,YbrO59cとPrklのみがア ドリアマ イシ ン耐性獲得 に関与 してい ることが明 らか とな った。
Prk1は細胞骨格形成やエ ン ドサ イ トー シス に関わる基 質蛋 白質 をリン酸化す る。そ の中でYbrO59cによる
ア ドリアマイシ ン耐性獲得 にはSlalの存在が必須 である ことが明 らか となった。Sla1はPan1およびEnd3
とともに3者 複合体(Slal/Panl/End3complex)を形 成 してい る。Prk1高発現 はSla1およびPan1をリ ン酸
化す ることで,こ の複 合体 の解離 を促進 し,エ ン ドサイ トーシスの低下 を引 き起 こしている と考 え られて
いる。本研究 によってYbrO59c高発現が,Prk1高発現 と同様 に,Panlのリン酸化 を促進す るこ とお よびエ
ン ドサ イ トーシスの異常 を引 き起 こす ことが明 らか になった。 したがって,YbrO59cはリン酸化 を介 して
Slal/Panl/End3complexの機 能,す なわちエ ン ドサイ トーシス能 を低下 させ るこ とで ア ドリアマイシ ンの
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毒1生を軽減 してい る と考 えられる。
本研究 によって見 出され た3つ のア ドリアマ イシン耐 性因子Ssl2,Bsd2およびYbrO59cを高発現す る酵
母 は全 てがRNA合 成 阻害剤 であるア クチ ノマ イシ ンDに 対 して も耐性 を示 した,ア ドリアマ イシ ンと同
じアン トラサイク リン系 の抗癌剤であ るア クラル ビシ ンに対 しては耐性 を示 さない とい う興味深 い結果 も
得 られた。 ア ン トラサ イクリン系抗癌剤 は類似 の作用機構 を有 しているが,そ の抗腫瘍 スペ ク トルや副作
用 である心臓毒性 の発現 に大 きな違 いがある ことが報告 され てい る。 また,ア クチ ノマ イシンDの 毒性発
現機序 は多 岐に渡 ってお り,未 だ に不 明な点 も多い。 したが って,本 研究で見出 されたア ドリアマイシ ン
耐性獲得機構の解 明が これ らの薬剤の毒性発現機構解明 において も重要 な手掛 りとなるのか もしれない。
本研究 によってこれ まで予想 されなかった細胞内 因子が ア ドリアマイシ ン耐性 に関与す る ことが明 らか
となった。Ssl2,YbrO59cおよびSmf2はヒ ト細胞 にホモ ログが存 在 し,同 様 の機能 を有 してい るこ とが知
られている。 したが って,こ の耐性機構 の解明が癌細胞の ア ドリアマ イシン耐性機構 の全容解明 に繋が る
ことが期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
ア ンスラサ イク リン系の抗癌剤 であるア ドリアマ イシンは癌 の化学療法 に幅広 く用 い られているが,耐
性癌細胞 の出現が本薬剤の有効利用 の大 きな妨げ となっている。本研究 は新 しいア ドリアマイシ ン耐性獲
得機構 の解 明 を目的 と して,出 芽酵母`3.cerevf51ae,を用い てア ドリアマ イシン耐性 に関与す る遺伝 子 の
検索 を試 み,3つ の遺伝子`∬L2,B3D2お よびyBRO59c2を新 しく見 出す とともにその作 用機構 を検
討 した ものである。
3つの遺伝子 の うち,∬L2が コー ドす るSsl2は転写 の開始お よびDNAの ヌ クレオチ ド除去修復(NER)
に関与 するDNAヘ リカーゼであ り,酵 母の生存 に必須 の蛋 白質であ る。本研 究で は,Ssl2高発現 が酵母
のRNA合 成活性お よびNER活性 を上昇 させ る ことな く酵母 にア ドリアマ イシン耐性 を与 える ことを見出
し,さ らに,酵 母の生存維持 に必要 なSsl2内領域 がア ドリァマ イシン耐性獲得 に必 要な領域 と同一で ある
こ とを明 らかに した。2つ 目の遺伝子 であるB5D2がコー ドす るBsd2は金属 トランスポ ーターSmf2の細
胞 内濃:度を負 に制御す る因子 である と考 えられてい る。本研 究で は,Bsd2高発現 によるア ドリアマ イシ
ン耐性獲得機構 に,Smf2の細胞 内濃度減少 が一部 関与す る ものの,そ れ以外 の未知因子 の関与 がか な り
大 きい ことを明 らか に した。一方,Bsd2欠損酵母 は細胞 内へ の ア ドリアマシイ ン取 込み能が高 く,ア ド
リアマ イシ ンに対 して高感受性 を示 す ことを見出 し,こ の現象がSmf2によるア ドリアマイシ ンの細 胞内
蓄積上昇作用 に よるこ とを明 らか にした。3つ 目の遺伝子であ るyBRO59cがコー ドす るYbrO59cはN末端
にキナーゼ ドメインを有 し,細 胞骨格形成 お よびエ ン ドサ イ トーシスに関わるArkl/Prk1ファ ミリー に属
す る と考 え られているが その機 能 についての検 討例 はほ とん どない。本研 究では,Arkl/Prk1ファ ミリー
(Ark1,Prk1おタびYbrO59c)の中でYbrO59cのみ な らずPrk1もア ドリアマ イシン耐性獲得 に関与 してい る
ことを明 らか にし,Prklがリン酸化 する蛋 白質 の中でYbrO59cによるア ドリアマイ シン耐性獲得 にSlalの
存在が必須 である ことを見出 した。SlalはPan1およびEnd3とともに3者複合体(Slal/Panl/End3complex)
を形成す るが,本 研 究で は,YbrO59c高発現がPan1のリン酸化 を促進す るこ とに よって本complexの解離
を促 してエ ン ドサ イ トーシスの異常 を引 き起 こす ことも明 らか にな った。
本論文 はア ドリアマ イシ ン耐性獲得機構 を解明す る上で貴重 な情 報 を提供す る もので あ り,そ の学術的
価値 は極 めて高 い。 よって,本 論文 は博 士(薬 学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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